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Effects of a Naturally Occurring Mutation in Rat Aquaporin 5 
on its Water Channel Functions
Kazuo HOSOI
Abstract：The aquaporin (AQP) family in mammals is composed of 13 members (AQP0-12) of 
water channel proteins. One of them, AQP5, is expressed in the various exocrine glands such as the 
lachrymal, parotid, and submandibular gland, and also in lung. We found the presence of G>A point 
mutation at position 308 in the rat AQP5 mRNA as well as the genome DNA. This mutation resulted 
in replacement of Gly103 with Asp103 in the AQP5 protein molecule, and led to various phenotypic 
alterations in the salivary gland. The point mutation localized in the 3rd trans-membrane domain, 
which is remote site from the water pore. As expected, the water permeability of the mutant molecule 
was almost same as that of the wild type molecule, indicating that the mutation does not affect the 
water permeability. In the submandibular gland, membrane expression of the mutant molecule was 
extremely reduced; and the secretion of saliva in the mutant rat was reduced also as compared to 
the wild-type animals. By confocal immunohistochemistry, an increased association of AQP5 and 
lysosomal markers, Lamp2 and/or cathepsin D was observed in the cytoplasmic area of acinar cells of 
mutant rats, implying the accelerated metabolism of the mutant molecule by the lysosomal system.
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はじめに
　アクアポリン（AQP）は膜タンパク質で，セルペンチ
ン型構造をとる水チャネルである。微生物から動植物ま
で生物界に広く分布し，生体において必須の水代謝に深
くかかわる。最初の AQPは1992年，Agreらのグループ
により赤血球からはじめてクローニングされ，CHIP28 
（channel forming integral protein 28）の名称で報告され
た 1）。続いて，Sasakiらのグループは第２番目の AQP，
AQP2を腎臓よりクローニングした 2）。Fujiyoshi らのグ
ループは，AQP1分子の X線結晶解析に成功し，その分
子構造の全容を明らかにした 3）。現在，哺乳類の AQP
ファミリーには13分子種（AQP0-12）が存在すること
が明らかにされている。また，いまのところ，AQPに
よる生体膜を隔てた水移動は，単純に浸透圧勾配依存的
に行われると考えられている。このチャネル分子の特徴
は，（1）細胞膜６回貫通型でタンデムリピート構造をと
る。通常四量体で存在する；（2）分子の２箇所にファミ
リー間で保存された Asp-Pro-Ala配列（NPAモチーフ）
が存在し，ヘミチャネル構造をとる。ヘミチャネルは細
胞内外から互いに向き合い，水分子の通路を形成する；
（3）AQP分子中にはグリコシレーション部位の他，リ
ン酸化モチーフが存在し，機能調節に関与している可能
性が考えられる；（4）AQP3，7，9，10はグリセリンも
通過させる；などである。最近では，AQPファミリー
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の分子は水やグリセリン以外の溶質のチャネルでもあ
ることが明らかになっている。例えば，AQP6がイオン
を，AQP1は CO2を，AQP8は H2O2を，そして多くのア
クアグリセロポリン（AQP3，7，9）は砒素を通過させ
る。さらに最近では，ある種の AQPは細胞接着，細胞
運動，細胞分裂にも関与していることが明らかにされて
いる 4）。主な AQPとその生理作用を表１にまとめた 5）。
　唾液腺や涙腺などの外分泌腺における水分泌，肺に
おける肺胞からの水移動は，これら臓器の最も重要な生
理機能の一つであり，AQP2と相同性の高い AQP5が組
織に発現している。AQP5をノックアウトした遺伝子改
変マウスが作成され，解析された。外見は正常に見える
が，AQP5 nullマウスの出生率と成長速度はともに低い。
また，コリン刺激性気管支収縮に過敏である 6）。
　唾液腺では AQP5は腺房細胞の細胞膜に発現し，この
部位での水移動（分泌）に関与する。唾液腺（顎下腺）
の AQP5は腺を支配している鼓索神経（副交感神経）の
切除によって減少するので，副交感神経は AQP5レベ
ルの維持に必要である 7）。神経切除は腺房細胞のオート
ファジーとリソソーム系の活性化を惹起し，これらの経
路を経て AQP5が代謝・分解される 8）。AQP5 nullマウ
スでは唾液の分泌量の低下（正常の50％）と粘性の上
昇が報告されている 9）。唾石症，唾液腺炎など，一定の
病態下で唾液腺 AQPの遺伝子発現も影響される可能性
がある。唾液腺からのサイトカインや水の分泌は，外界
に直接さらされている口腔の生体防御において重要であ
り，唾液腺の水分泌障害は口腔衛生上も重要な問題であ
る。実際，内毒素であるリポ多糖（LPS）の投与により
惹起した実験的炎症により，炎症性サイトカイン等が唾
液腺において誘導され 10-12），あるものは口腔へ分泌され
る 12）。
　一方，AQP遺伝子の異常はよく知られており，種々
の疾患・病態を引き起こす。それらの例は表２に示した。
外分泌腺に発現する AQP5の遺伝子ノックアウトは外分
泌腺機能異常をもたらすが，実際にヒトの AQP5遺伝子
異常はまだ報告されていない。私たちはラットにおいて
自然発症 AQP5変異遺伝子が存在することを見出した。
将来ヒトにおいて AQP5遺伝子異常が発見された際，そ
の治療等の参考になると考え，自然発症 AQP5変異遺伝
子の産物であるラット AQP5変異遺伝子・蛋白質の解析
を行った。
AQP5変異体の発見
　最初，別の目的で雄性ラット顎下腺の AQP5ウェッ
スタンブロッティングを行ったところ，個体によって
AQP5発現レベルが異なることを見出した 13）。この多
表１　主な AQPの生理機能
文献５より転載
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形は同じ動物が週齢を重ねても変わらず，また雌にお
いても見られた（図１Ａ）。しかし，同じ動物の顎下腺
AQP1の発現レベルには個体間で差はなかった。AQP5
高産生ラットと低産生ラットを別々に交配し，３代目に
おいて顎下腺の他，耳下腺，肺，涙腺においてその発現
レベルを調べると，これら臓器の AQP5産生量は，AQP5
高産生ラットでは高く，低産生ラットでは低かった（図
１Ｂ）。これらの結果から，AQP5産生量の個体による
差は遺伝的に定まったものであることが示唆された。
AQP5変異体の唾液分泌に及ぼす影響
　AQP5高産生ラット及び低産生ラットの唾液分泌量を
調べた。無刺激時における唾液分泌量は AQP5低産生
ラットでは有意に低く，高産生ラットの８分の１であっ
た（図２Ａ）。また，ピロカルピン刺激時においても同
様に AQP5高産生・低産生のラットの間で刺激直後の唾
液分泌量に差が見られた（図２Ｂ，Ｃ）。さらに，飲水
量は AQP5低産生ラットでは高産生ラットより有意に多
かった（図２Ｂ）。これらの結果は AQP5が唾液分泌に
深く関係していることを示す 14）。
AQP5変異蛋白質の唾液腺における局在，
変異AQP5 mRNAレベル，および遺伝子解析
　次に AQP5変異蛋白質の唾液腺における局在，mRNA
レベル，および変異体の AQP5遺伝子の解析を行った
（図３）。図３Ａａに示すように，野生型ラットでは，
AQP5は腺房細胞の細胞膜全体に局在したが，変異体で
は AQP5の発現部位は一見，制限されていた（図３Ａ
ｂ）。AQP5変異体において，腺房細胞の細胞膜にはき
わめて低レベルの AQP5が発現している（図３Ａｄ）の
みであった 15）。この結果及び上記ウェッスタンブロッ
ティングの結果から変異体において AQP5蛋白質の産生
量が低下していることは明らかであるので，変異体にお
いては mRNAレベルが低下したために AQP5蛋白質産
生が低下した可能性について調べた。即ち，野生型と変
異体の AQP5 mRNAレベルを，ノザンブロッティング，
およびリアルタイム RT-PCRにより解析した（図３Ｂ，
Ｃ）。図に示すように，AQP5 mRNAの発現レベルに野
生型と変異体の間で有意な差を認めなかった。また，翻
訳開始シグナルの直前（Kozak配列，GCCRCCaugG）も
野生型と変異体はともに，GGCACCaugAであった。こ
れらの結果は変異体における AQP5蛋白質産生量の減少
は転写活性の低下によるものではないことが明白となっ
た。また変異体において Kozak配列は野生型と同様で
あることから翻訳活性もおそらく影響されていないと考
えられた。著しい AQP5蛋白質レベルの減少および腺房
細胞における異常局在から変異体蛋白質分子は細胞の品
質管理系により速やかに代謝・分解された可能性が考え
られた（後述）。
表２ アクアポリン遺伝子異常・ノックアウトに基づく
疾患および病態
図1 Western blottingによる SDラット顎下腺の AQP5
および AQP1の検出（文献13より）
Ａ， SDラット顎下腺の AQP5および AQP1の検
出。a，b，dの各サンプルはそれぞれ同一個
体。同様に cおよび eの各サンプルもそれぞ
れ同一個体。
Ｂ， 高発現（H）及び低発現（L）ラットより得
た，顎下腺（Smg），耳下腺（Pg），涙腺（Lg），
および肺（L）の各サンプルのWestern 
blotting。
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図２　第３世代 AQP5高産生および低産生ラット顎
下腺の無刺激時（Ａ）およびピロカルピン刺
激時（Ｂ，Ｃ）における唾液分泌（文献14より）
Ａ， 無刺激ラット顎下腺からの唾液分泌およ
び腺重量。
Ｂ， ピロカルピン刺激後の唾液分泌。飲水
量，腺重量および AQP5発現レベルを同
時に示す。
Ｃ， ピロカルピン刺激後の唾液分泌のタイ
ムコース。H，AQP5高産生ラット，L，
AQP5低産生ラット。
図３ AQP5高産生及び低産生ラットの顎下腺における AQP5の免疫組織化学的局在（Ａ），および同組織に
おける AQP5 mRNAレベル（Ｂ，Ｃ）
Ａ， a，c，e高産生ラット，b，d，f低産生ラット，a，b，d，抗 AQP5抗体，c，peptide吸収抗 AQP5抗体，
d，低産生ラット，長時間露光。e，f，ヘマトキシリン・エオシン染色（文献14より）。
Ｂ， H，AQP5高産生ラット；L，AQP5低産生ラット。a，AQP5ノザンブロッティング，b，リボゾーム
RNA（文献14より）。
Ｃ， AQP5 mRNAリアルタイム RT-PCR（文献15より）。
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　AQP5変異体より得た cDNAの塩基配列を解析し，変
異体遺伝子には G308Aの点変異が存在することが明か
になった（ゲノム DNAも同様であった）14）。この結果，
変異体においては Gly103 > Asp103のアミノ酸置換が生じ
ている（図４Ａ，Ｂ）。図４Ｂに示すように，この部位
は第３膜貫通領域に存在し，疎水性アミノ酸の親水性
アミノ酸への置換によりその高次構造に大きな影響が発
生している可能性が考えられる。一方，ヒト AQP1との
比較から第３膜貫通ドメインには水の通路に面したアミ
ノ酸が存在しない 14）。このことはこの変異が水の透過活
性に影響を与えない可能性を示唆する。事実，Xenopus 
oocyteを用いた osmotic water permeability assay により変
異分子の水透過性は野生型のそれと比較し，有意差は認
められなかった（次節参照）。
AQP5変異蛋白質の水透過能
　上記のように AQP5 G308Aの点変異によって水透
過活性は影響されないと予想された。そこでこれを
検証する目的で Xenopus oocyteを用いた osmotic water 
permeability assayを行った（図５Ａ－Ｃ）15）。まず，
Xenopus oocyte に野生型，AQP5 G308A変異型 cRNA，お
よび水を注入し，定法に従い，osmotic water permeability 
assayを行った。さて，図５Ａに示すように，cRNA（ま
たは水）注入後，72時間のインキュベーションを行
うと，いずれの cRNA注入も水注入群に比較し有意に
osmotic water permeability（Pf）値を上昇させた。また野
生型と AQP5G308A変異型の cRNAの間には有意差は認
められなかった。これは AQP5特異的阻害剤である Hg2+
存在下でも同様であった。なお，cRNA注入により，図
５Ｂに示すように野生型，AQP5 G308A変異型の AQP5
はいずれも oocyte細胞膜に発現した。AQP5の oocyteに
おける発現はウェスタンブロッティングによっても確認
された（図５Ｃ）。以上のことから，AQP5の水透過性
は G308A変異（G103D変異）によって低下しないこと
が明らかになった。
AQP5変異蛋白質のトラフィッキングと代謝
　先に述べたように，変異分子の水透過性は野生型と比
して大きな変化はないので in vivoにおける水分泌（唾
液分泌）の減少は，変異 AQP5のインタクトな顎下腺組
織の腺房細胞細胞膜における発現が減少していることに
よると考えられた。そこで極性を有するMDKII細胞に
発現させた野生型および変異 AQP5のトラフィッキング
を調べた。細胞機能に影響する各種阻害剤の存在下，腺
図４ ラット AQP5 cDNAにおける点変異の位置および，ラット AQP5ペプチド配列とヒト AQP1ペプチド
配列の比較（文献14より）
Ａ，ラット AQP5点変異の位置とアミノ酸置換。
Ｂ，ラット AQP5。
Ｃ，ヒト AQP1。
膜貫通ドメインのアミノ酸をボールドで示す。赤ハイライトは点変異によりグリシンからアス
パラギン酸への置換を示す。黄色ハイライトは点変異が存在した第３膜貫通ドメイン。ブルーは
チャネルの内部で水通過孔に向いているアミノ酸を示す（文献３より）。
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図５ アフリカツメガエル卵母細胞による AQP5の Pf（osmotic 
water permeability）値の測定（文献15より）
Ａ， 水，野生型または変異型 AQP5 cRNAを投与した卵母
細胞の水透過活性。
Ｂ， 水，野生型または変異型 AQP5 cRNAを投与した卵母
細胞の免疫組織化学。
Ｃ， 水，野生型または変異型 AQP5 cRNAを投与した卵母
細胞のWestern blotting。
Ab，抗 AQP5抗体，p-Abペプチド吸収抗 AQP5抗体。
図６　顎下腺における AQP5，Lamp2およびカテプシン Dの免疫組織化学的局在（文献15より）
緑，FITC（AQP5），赤，Alexa Fluor 594（Lamp2およびカテプシン D）。P-cont，位相差画像。
Ａ，Ｂ，AQP5と Lamp2の２重染色。Ｃ，Ｄ，AQP5とカテプシン Dの２重染色。
Ａ，Ｃ，野生型ラット，Ｂ，Ｄ，変異型ラット。
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腔側膜への AQP5の移動は常に変異体は野生型より少な
いことが明らかになった。即ち，変異はトラフィッキ
ングに影響を与えると考えられた 15）。さらに AQP5の細
胞内における局在を調べると，AQP5とリソゾームマー
カー，Lamp2との共局在は野生型では少なく，変異体で
は多いことが明らかになった（図６Ａ，Ｂ）。同じくリ
ソゾームマーカーであるカテプシン Dと AQP5の共局
在も同様に野生型に比べて変異体では増加していること
が明らかになった（図６Ｃ，Ｄ）15）。これらの結果からお
そらく変異体分子は細胞の品質管理系により速やかにリ
ソゾーム系によって代謝分解されたのではないかと考え
られた。
おわりに
　本研究で明らかになった，AQP5 G308A変異体は，実
際は SNPである。そして変異体がホモで出現する頻度
もきわめて高い。ヒトでは現在のところ AQP5の変異
は報告されていないが先に述べたように3'UTRに SNP
が存在し，喘息などの発症と一定の相関がある。一方，
AQP5変異体はこの水チャネル分子の機能に関する基礎
研究を行うのに優れたモデルである。現在，水輸送の活
性化エネルギーを測定し，唾液腺からの水分泌における
傍細胞経路と経細胞経路の関係を調べている。
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